
はじめに
輸血に伴う事故・合併症のひとつに細菌汚染が

ある．細菌汚染の原因として，採血時の静脈穿刺
部からバッグ内への混入や，菌血症者からの献血
などが考えられる．冷蔵庫で保管する赤血球製剤
では細菌の増殖の危険性は低いが，常温保存の血
小板製剤では細菌汚染は重要な問題である．米国
では 21 例の細菌に汚染された血小板製剤による
と考えられる敗血症死亡例（1986 年～1991 年）が
FDAに報告されている1）2）．
本邦における血小板製剤の有効期限は採血後

72 時間と米国に比べて短いが，やはり 20～24℃
で振盪保存するため，細菌汚染が生じた場合には
増殖して輸血後敗血症をひき起こす可能性があ
る．今回，われわれは，グラム陰性菌の細胞壁外
膜に存在するリポ多糖であるエンドトキシンと，

グラム陽性菌およびグラム陰性菌の構成成分であ
るぺプチドグリカンが，細菌混入の指標となるか
否かを検討する目的で，実験的に細菌接種を行い，
血小板製剤に含まれるエンドトキシンおよびぺプ
チドグリカンの測定を行った．

対象および方法
1．血小板製剤の供給
スクリーニングとして，血液センターから供給

された血小板製剤の，シールしたパイロット
チューブから無菌的に血漿成分を採取し，下記に
示す方法でエンドトキシン（161 検体）およびペプ
チドグリカン（210 検体）を測定した．また，細菌
接種実験には，血液センターから有効期限内に使
用されなかった血小板製剤の譲渡を受け，80～100
mlに分割して用いた．
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我々は，血小板製剤に細菌接種実験を行い，血小板製剤中のエンドトキシン（ET），ペプチドグリ
カン（PGL）および細菌増殖の測定を行った．

E. coli 9.6×102CFU接種後，102CFU�ml以上の細菌増殖でETが検出された．PGLは，S. aureus 4.1×
10CFU接種後 2時間で検出され，その時の菌量は 105CFU�mlであった．血液センターから供給され
た血小板製剤のETおよび PGLのスクリーニングはすべて陰性で，重篤な副作用も出現しなかった．
ETおよび PGLは短時間で測定でき，外観検査よりも早期に細菌混入の指標になると思われた．また，
副作用の原因調査にも利用出来ると考えられた．
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Table 1 Growth of E. coli after inoculation and detection of endotoxin（ET）

7248248642
Hours after        

inoculation

Inoculated CFU

1.1×1074.7×1084.1×104N.T2.0×103N.TN.TColonies（CFU/ml）
9.6×102

2.0×1071.8×1051.9×103N.T1.8×10N.TN.TET（pg/ml）

N.TN.TN.T9.0×1026.5×1023.0×1024.1×10Colonies（CFU/ml）
4.1×104

N.TN.TN.T6.6×1024.6×1023.6×1027.3×10ET（pg/ml）

Growth of E. coli and detection of ET after inoculation of 9.6×102 CFU and 4.1×104 CFU of E. coli, respectively, into PC bags 
stored at room temperature

Fig. 1 Growth of S.aureus and detection of peptidogly-

can（PGL）after inoculation of 1.2×102CFU and 

4.1×10CFU of S.aureus, respectively, into PC bags 

stored at room temperature

2．細菌の接種方法
分割した血小板製剤にグラム陰性菌 E. coli，グ

ラム陽性菌 S. aureus，S. epidermidisを各々 10～
4.1×104 個接種し，20～24℃で振盪保存した．

3．エンドトキシンおよびペプチドグリカンの
測定
エンドトキシンは，エンドトキシンシングルテ

ストワコーを用いて測定した．検体中のエンドト
キシン濃度は，エンドトキシンがリムルス試薬と
反応しゲル化する時間を透過光量の変化としてと
らえ，反応に伴う透過光量の減少が一定の割合お
こる時間（ゲル化時間）と標準エンドトキシン濃
度の関係から定量した．ペプチドグリカンは SLP
テストワコー（ペプチドグルカンおよび β-D グル
カン定量）を用いて測定した．検体中のペプチド
グリカンは SLP試薬と反応しメラニンを形成す
る．検体のペプチドグリカン濃度の対数がメラニ
ン形成に要する反応時間と，標準ペプチドグルカ
ン濃度の関係から検体中のペプチドグルカン濃度
を定量した．
濃度の測定は比濁時間分析装置トキシノメー

ター・MT-251 を用い，90 分間測定を行った．
4．菌数の測定
細菌接種後，経過中の製剤の一部を採取し，ス

パイラルクレーターによる分離培養で細菌数
（CFU）を測定した．

5．細菌培養
エンドトキシンおよびペプチドグリカンを測定

した血小板製剤において，同時にカルチャーボト
ルによる細菌培養も行った（50 検体）．

結 果
1．血小板製剤中のエンドトキシンおよびペプ

チドグリカンのスクリーニングと細菌培養
血液センターから供給された血小板製剤におい

てエンドトキシンおよびペプチドグリカンを測定
したが，すべて陰性であった．また，同時に行っ
たカルチャーボトルによる細菌培養についても，
1週間培養で菌は検出されなかった．輸血後の重
篤な副作用も認められなかった．

2．E. coli接種による増殖態度およびエンドト
キシンの経時的変化（Table 1）

E. coli 4.1×104CFUを接種した時は接種後 2時
間で細菌数は 40CFU�mlとなり，同時にエンドト
キシンが検出された．また，エンドトキシンは E.
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Table 2 Growth of S. epidermidis after inoculation and detection of peptidoglycan（PGL）

248642
Hours after     
inoculation

Inoculated CFU

1.8×1041.8×1021.4×1021.4×1024.1×10Colonies（CFU/ml）
8.7×103

――――― PGL（ng/ml）

1.7×1051.1×1037.7×1027.5×1026.9×102Colonies（CFU/ml）
3.9×104

1.7×102―――― PGL（ng/ml）

Growth of S. epidermidis and detection of PGL after inoculation of 8.7×103 CFU and 3.9×104 CFU of S. 
epidermidis, respectively, into PC bags stored at room temperature

coliの菌量に比例して増加し，測定したすべての
時期で検出可能であった．

3．S. aureus接種による増殖態度およびペプチ
ドグリカンの経時的変化（Fig. 1）
ペプチドグリカンは S. aureus 1.2×102 および

4.1×10CFUの接種のどちらにおいても，接種後
21 時間から検出された．この時点での S. aureus

の菌量は 105CFU�mlであり，ペプチドグリカン
は S. aureus 105CFU�ml以上で検出可能と考えら
れた．

4．S. epidermidis接種による増殖態度およびペ
プチドグリカンの経時的変化（Table 2）

S. epidermidisは接種後，経時的に増殖を示した．
ペプチドグリカンは S. epidermidis 3.9×104CFUの
接種後 24 時間から検出された．検出時点での S.

epidermidisの菌量は，1.7×105CFU�mlであった．
8.7×103CFUの S. epidermidisの接種後 24 時間で
の菌量 1.8×104CFU�mlでは検出されなかったこ
とから，ペプチドグリカンの検出には S. epider-

midisの菌量で 105CFU�ml以上が必要と考えられ
た．

考 察
血液製剤中の白血球は発熱性サイトカインや生

理活性物質を産生することによって，非溶血性発
熱反応を発症したり，血球の障害をきたしたりす
る．一方，最近の成分採血由来血小板製剤中の混
入白血球数は 105～106 レベルまで減少し3），細菌
貪食能を有する顆粒球や単球の比率も極めて少な
いことが報告されている4）．
このような混入白血球数の低下は輸血による白

血球関連の副作用が減少する一方で，保存中の細
菌貪食能も低下し，混入した菌種，菌数によって
は室温保存の血小板製剤中で細菌増殖が急速に起
こり，輸血後敗血症の原因となる可能性がある．
製剤中への細菌の混入，増殖は，穿刺部分の不十
分な消毒，供血時の無症候性菌血症，採血バッグ
の汚染，血液保存の不良などによって起こる．混
入した細菌は，白血球や血漿中の成分，また冷蔵
保存により不活化や増殖抑制が起こるが，室温で
保存される血小板製剤では生き残った細菌は指数
関数的に増殖する．汚染血液製剤における敗血症
は菌数 105～108CFU�ml以上で発症するとされて
いる5）．
Heal らは，無症候性菌血症のドナーからの血液

製剤によって輸血後敗血症により死亡した症例を
報告している6）．本邦でも，血小板採取装置により
採取した血小板製剤がグラム陽性桿菌（B. cereus）
に汚染された事例7），肺炎球菌（S. pneumoniae）に
汚染された血小板製剤輸血後に死亡した症例も報
告されている8）．今回，我々は血小板製剤への細菌
接種実験を行い，菌種，接種菌量による血漿中の
細菌の増殖態度および検出時期について検討する
とともに，製剤中のエンドトキシンおよびペプチ
ドグリカンの変動についても検討を加えた．

E. coliの接種では，接種後に測定したすべての
時期でエンドトキシンが検出され，その時の菌数
の最低値は 40CFU�mlであった．
ペプチドグリカンは，S. aureus 40～120CFUの

接種後 21 時間で検出された．S. epidermidisでは
3.9×104CFUの接種で接種 24 時間後に検出され
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た．
Myhre らの報告9）では，S. epidermidisは接種細

菌数が 103 個以下の場合菌は死滅してしまい，
104～106 個の接種では最初の 24 時間は増殖が抑
制されているものの，その後徐々に増殖が認めら
れるとしている．ペプチドグリカンは，S. aureus

および S. epidermidisのどちらにおいても増殖細
菌数が 105CFU�ml以上になった場合に検出可能
と考えられた．接種した菌種，菌株，菌量によっ
て増殖特性に差が認められると考えられた．
簡便な細菌汚染確認法として，外観試験，尿検

査試薬紙法があるが，菌数が 107CFU�ml以下で
は検出は不可とされている10）．
佐藤らは，Y. enterocoliticaをRC-MAPに接種

し，血液中の Y. enterocolitica増殖態度とエンドト
キシン産生の関係について報告している11）．グラ
ム陰性菌特有の細胞壁毒素エンドトキシンはエン
ドトキシンショックによる敗血症の原因となると
いう報告もある12）．また，血小板製剤中の細菌汚
染に起因する輸血後敗血症の多くは，皮膚に常在
するコアグラーゼ陰性のブドウ球菌によるとされ
ている13）．エンドトキシンおよびペプチドグリカ
ンはこれらの血液製剤における細菌混入の影響を
評価する方法にも使用できると思われる．さらに，
短時間で測定できることから，外観検査よりも早
期に細菌混入の指標になると思われ，副作用の原
因調査にも利用出来ると考えられた．
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PRODUCTION OF ENDOTOXIN AND PEPTIDOGLYCAN IN PLATELET CONCENTRATES
AFTER EXPERIMENTAL INOCULATIONWITH BACTERIA
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We studied the detection of endotoxin（ET）and peptidoglycan（PGL），as well as bacterial growth
in platelet concentrates（PC）after experimental inoculation of PC bags with bacteria. ET could be de-
tected after inoculation of 9.6×102 CFU of E. coli when the concentration increased to more than 102

CFU�ml. PGL was detected 21 h after the inoculation of 4.1×10 CFU of S. aureus, and also when S.
aureus concentration increased to 105 CFU�ml. ET and PGL were not detected in any PC bags sup-
plied by the Japanese Red Cross Blood Center（ET：n＝161, PGL：n＝210），so no side effects accom-
panying PC transfusion were recognized. Both ET and PGL could be measured rapidly, and detected
much earlier than by the inspection of appearance. These variables may represent an index of bacte-
rial contamination. In addition, they may be useful in analyzing the cause of side effects following the
infusion of PC.

platelet concentrates, endotoxin（ET），peptidoglycan（PGL），bacterial contaminationKey words：
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